4 93464 / 


动物 学 研究 1993. 14 (3): 263—269 EISSN 0254—5853 
Zoological Research CN 53-1040 / Q 


2B AT ARAN ER ee DNA 限制 性 
片段 长 度 多 态 研 


KEF mr 018.648 


CPR Pte Bebe A sae WEHI THEA 650223) 


摘要 ”本文 以 15 PRHEADM HRT RAK RAH ARH A mtDNA SH. METAR ED 
Mth T 41 一 50 个 酶 切 位 点 。 综 合 15 种 限制 性 内 切 栈 的 醇 切 类 型 .在 2 AR RA 2 AR RR) a 
出 了 两 种 限制 性 类 型 ， 并 与 其 4 个 地 理 来 源 相 对 应 。 结 合 恰 河 猴 和 并 面 猴 的 资料 ， 构 建 了 4 种 猴 科 动物 的 
分 子 系统 树 ， 结 果 表 明 ， 黑 叶 猴 和 灰 叶 次 种 内 的 分 歧 分 别 始 于 30 和 35 万 年 以 前 ， 两 种 叶 钦 的 分 离 始 于 
190 万 年 以 前 ， 猴 亚 科 和 疾 效 亚 科 的 分 高 应 早 于 1100 万 年 。 叶 猴 属 在 中 国 的 扩散 不 是 很 晚 才 发 生 的 ， 


关键 词 ， 线 粒 败 DNA， 限 制 性 片段 长 度 多 态 ， 叶 猴 属 RFAP 
Do 一 


HEAR DNA (mtDNA) 是 共 价 闭合 的 环 状 双 链 DNA， 其 分 子 量 大 小 为 
16.5 Kb 左右 。 与 核 基因 组 不 同 的 是 ， 线 粒 体 基 因 组 遵循 严格 的 母系 遗传 方式 ， 因 而 一 
个 个 体 就 可 反映 整个 母系 集团 的 情况 。 虽 然 线 粒 体 基因 组 的 长 度 和 组 织 结构 十 分 保守 ， 
但 一 级 结构 的 进化 却 很 活跃 ， 其 速率 是 典型 单 拷贝 核 DNA 的 5—10 倍 〈Brown， 
1983) 。 由 于 mtDNA 的 快速 进化 和 一 级 结 攀 的 高 度 歧 异 ， 种 内 及 近 缘 种 间 解 析 的 灵敏 
度 很 高 ， 近 年 来 在 非 人 灵 长 类 近 缘 种 间或 种 内 群体 间 类 缘 关 系 的 研究 中 ，imtDNA 的 研 
究 得 到 了 普遍 的 重视 ， 并 取得 许多 令 人 瞩目 的 结果 ( 张 亚 平等 ，1990; Harihara 等 ， 
1988; Hayasaka 等 ，1988; Zhang 等 ，1991，1992a，b)。 但 是 ， 至 今 尚未 见 有 关 叶 
BE mtDNA 的 报道 。 | 

叶 猴 属 (Presbytis) . ERRER 计 有 14 个 种 (Cobert 等 ， 1990). 中国 分 布 有 4 
种 ， 其 中 灰 叶 猴 和 黑 叶 猴 的 分 布 略 广 . 叶 猴 分 类 的 资料 多 来 自 于 形态 学 、 比 较 解 训 学 和 
动物 地 理学 等 方面 的 研究 ， 化 石 资料 则 十 分 贫乏 。 有 关 种 间 的 进化 关系 及 种 内 的 分 化 程 
度 所 知 甚 微 。 因 此 ， 从 分 子 进化 角度 研究 叶 猴 属 动物 的 系统 发 生 ， 对 于 弄 清 叶 猴 属 的 进 
化 无 疑 是 十 分 必要 的 。 2 * 

ARC RT AR aT RA PEAY mtDNA 限制 性 片段 长 度 多 态 (RFLP) 和 作 初步 分 析 ， 并 
与 恒 河 猴 和 红 面 猴 的 结果 进行 比较 ， 以 期 对 叶 猴 的 分 类 与 进化 提供 新 的 线索 。 


* 傅 家 自 热 科学 基金 资助 项 目 。 
本 文 1992 #3 H 27 AB, ES H25 A ee. 
i> 
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材 料 和 方法 


L 动物 来 源 2 RAEM (Pranoi), 1 只 来 自 广西 扶 缓 ; 另 1 只 来 自 广西 梧州 
动物 园 ， 具 体 产 地 不 详 。2 RRR (P.phavreij)，， 其 中 1 只 来 自 云南 西双版纳 另 1 
只 来 自 云南 河口 。 

2. mtDNA 的 提取 ” 取 新 鲜 或 冻 存 的 肝脏 组 织 ， 按 照 我 们 实验 室 改 进 的 方法 提取 纯 
44 mtDNA .( 张 亚 平 等 ，1990)。 

3. 限制 酶 消化 ”用 于 限制 性 片段 长 度 多 态 分 析 的 15 种 6-bp 识别 序列 的 限制 性 内 
切 酶 是 EcoRV. Scal, PstI. Eco RI、 Bell. XbaI. Bgll[、Aval、Xhol. 
Hind 亚 、HaeJI、HpaI、ClaI、BamHTIT、ApaI， 均 购 自 华美 生物 工程 公司 。 反 
应 条 件 参 照 各 自 的 产品 说 明 书 ， 取 1 ug mtDNA 样品 ， 加 入 3u 的 限制 性 内 切 酶 ， 于 
37 世 水浴 保温 4h, DN EDTA 溶液 以 终止 反应 。 

4. 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ”配制 1% 的 琼脂 糖 平 板 凝 胶 。 电 泳 缓 冲 液 为 0.089 mol/L 
Tris- R—0.002 mol / L EDTA 缓冲 液 、pH 8.0. 电泳 电压 为 3Vcm。 室 温 下 电泳 
10 一 12 h。 分 子 量 标 记 为 ADNA7 Hind M / Eco RI. 

5. 电泳 结果 分 析 ， 按照 Nei Li (1979) 的 公式 ， 计 算 种 内 及 种 间 每 核 苷 酸 位 点 
的 平均 碱 基 取 代 值 (遗传 距离 )。 根 据 UPG 法 (Unweighted pair group method) 和 
NJ 法 (Neighbour—joining method} (Saitou 4%., 1987), Æ FA Jin 和 Saitou (1988) 
设计 的 计算 机 程序 ， 构 建 分子 系 统 树 。 


2 3 4 5 
fp f P f p ft p 


图 1 È mtDNA 的 限制 酶 图 谱 

Fig. 1 Mitochondrial DNA cleavage patterns for leaf monkeys 
1 一 5 分别 代表 Hind, XhoI., Bell, Pst ] Mi Xba lI 

fA p AIRRA RAK 
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OR 


AL 1S 种 限制 性 内 切 酶 分 别 分 析 各 个 样品 ， 经 计算 ， 黑 叶 猴 和 灰 叶 猴 的 线粒体 
DNA 分 子 均 为 16.8 Kb 左右 。 

经 EcoRV. Scal M Apa 工 消化 ， 在 两 种 叶 猴 中 共 分 别 检 出 了 3 种 酶 切 类 型 ; 经 
PstI. EcoRI. Bell. XbaI. XhoI. Hind DM Hae 开 消化 ， 分 别 检 出 了 2 种 类 


E1 黑 叶 猴 和 灰 叶 猴 mtDNA 的 限制 性 片段 大 小 
Tab. 1 Restriction fragment sizes of mtDNAs digested by 15 restriction enzymes for 


P phayrei and P francoist 


mie wh 限制 性 片段 太 小 (Kb) 
Eco RY JAHFEI 12.9 3.0 0.9 
FAY RO 10.9 3.9 2.0 
AHRI. I 7.0 5.9 3.9 
Sca I URI. ID 485 4.2 2.1 1.2 0.8 
KH I 8.5 4.2 1.2 i1 10 -08 
KHR I 7.3 4.2 1.5 1.2 1.2 0.8 0.6 
Pst I MHI. I 14.5 2.3 
KURI, I 12.5 2.3 2.0 
EcoRI MAHI, I 13.7 3.1 
KAR I. 11.2 3.1 2,5 
AK HE I 13.7 3.) 
Bel I RHI. I 16.8 
KHI. I 9.5 5.2 2.1 
Xba I RUE, I 11-1 3.4 2.3 
KURI. I 7.4 4.3 3.4 1.1] 0.6 
Bel I RHI. I 16.8 
KFI. I 16.8 
Ava I RHI. I 6.1 5.1 2.4 2.3 0.9 
KURI. WU 6.1 5.1 2.4 23 09 
XhoI Fore Tr. I 14.6 2.2 
Kt I. H 16.8 
Hind 卫 WHI. I 4.9 4.6 3.4 1.6 1.0 0.7 0.6 
KURI. I 4.9 3.4 3.] 1.8 1.6 1.0 0.7 0.3 
Cla I RRI. I 16.8 
KURI. O 16.8 
Hae H MHRI. O 10.7 1.7 1.5 1.5 0.7 0.7 
KOH 1. UT 6.0 4.7 1.7 1.5 1.5 1.4 
Hpa I MHI. O 10.4 3.3 3.4 
RH. I 10.4 3.3 3 
Bam HI AYR. D AWK 
KHI DO AWK 
Apal RHR I AR 
ROR I 16.8 


RRI. I 13.0 3.8 
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型 ; # Bgl. Aval. Clal. Hpal # Bam HI 消化 ， 仅 分 别 检 出 了 1 种 类 型 ， 

图 1 显示 了 黑 叶 猴 和 灰 叶 猴 mtDNA 经 Hind I]. XhoI, Bell, Pst I #1 XbaI 
消化 后 所 得 的 电泳 图 谱 . 

在 各 个 个 体 中 分 别 检 出 41 一 50 个 酶 切 位 点 ， 分 别 对 应 于 246 一 300 个 碱 基 对 。 换 言 
之 ， 我 们 检查 的 随机 序列 占 整个 线粒体 基因 组 的 1.5% 一 1.8%。 综 合 15 种 限制 性 内 切 
AOMORI. Æ 4 只 叶 猴 中 共 检 出 4 种 限制 性 类 型 。 换 言 之 ， 每 只 叶 猴 具有 不 同 的 限 
制 性 类 型 。 

经 各 种 限制 性 内 切 划 处 理 ， 所 得 限制 性 片段 的 大 小 列 人 表 1 

结合 过 去 的 资料 (Zhang 等 ，1992b，c)， 我 们 计算 了 黑 叶 猴 、 灰 叶 猴 不 同类 型 间 
以 及 两 种 叶 猴 与 红 面 狼 和 恒 河 猴 间 的 遗传 距离 (E 2) 


表 2 MI, RK, AHR GHAR SERA) 
Tab. 2 Genetic distance (the average number of nucleotide substitutions per site) between 





P. francoisi, P. phayret, Macaca arctoides and M. mulatta 


1 =: 2 3 4 5 6 
1 MUR I 0.006 0.039 0.039 0.226 0.201 
2 WHI 0.9639 0.035 0.035 0.228 0.203 
3 Fare I 0.7952 0.8132 0.007 0.231 0.226 
4 KRI 0.7912 0.8132 0.9600 0.231 0.226 
5 The 0.2581 0.2540 0.2500 0.2500 0.077 
6 恒 河 猴 0.3000 0.2951 0.2571 0.2571 0.6316 


BY PA, MRE RAH H Rd a EE 4 BI 0.037 
(0.035—0.039) 和 0.077， 叶 猴 与 狂 猴 间 的 遗传 距离 则 较 远 (0.201 一 0.231)。 据 此 构建 
了 这 4 个 种 的 分 子 系统 树 (图 2)。 

按 每 百 万 年 mtDNA 的 平均 碱 基 突变 速率 为 2% 计 算 (Brown 等 ，1979)， 黑 叶 猴 
和 页 叶 猴 种 内 的 分 歧 大 约 分 别 始 于 30 和 35 万 年 以 前 ; 这 两 种 叶 猴 闻 的 分 离 大 约 始 于 
190 万 年 以 前 ， 红 面 猴 和 恒 河 猴 的 分 离 大 约 始 于 390 万 年 以 前 ; 而 叶 猴 属 与 长 猴 属 的 分 
离 则 早 在 1100 万 年 以 前 。 


讨 论 


我 们 分 别 采 用 了 UPG 法 和 NJ 法 构建 4 种 猴 科 动物 的 分 子 系统 树 、 虽 然 这 两 种 方 
法 所 根据 的 原理 有 所 不 同 、 但 得 到 的 系统 树 基本 一 致 。 

在 人 及 大 猿 中 ， 每 百 万 年 mDNA 的 平均 碱 基 突 变 率 为 2% (Brown . 1979), 
近期 的 研究 结果 表明 ， 灵 长 类 各 分 类 单元 间 的 mtDNA 进化 速率 没有 显著 性 差异 
(Easteal，1991) 。 可 以 认为 ， 我 们 采用 这 一 速率 计算 猴 科 动物 的 分 化 时 间 是 合理 的 。 

黑 叶 多 在 我 国 分 布 有 两 个 亚 种 ， 其 中 P. Of -francoisi 分 布 于 广西 西部 和 贵州 
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西北 部 ，P. fleucocephaiwus 分 布 于 广西 
左 江 以 南 。 灰 叶 猴 在 我 国 也 分 布 有 两 个 亚 
种 ， 其 中 P. p. erepusculus 分 布 于 怒江 东 
部 ， 而 P. p. shanicus 则 分 布 于 恋 江 西部 


{ 配 志 来 等 ，1988)。 从 外 部 形态 看 ， 两 上 只， 


黑 叶 猴 样品 均 属 P. f. francoisi 亚 种 ， 但 
可 能 是 代表 了 两 个 现 已 相互 割裂 的 地 理 群 
tk; 两 只 灰 时 猴 均 属 P. p. crepusculus 亚 
种 ， 也 代表 两 个 现 已 相互 割裂 的 地 理 群 
体 。 我 们 的 结果 表明 ， 黑 叶 猴 和 套 叶 猴 种 
岗 的 分 歧 度 分 别 为 0.006 和 0.007， 处 于 
其 它 灵 长 类 动物 种 内 分 歧 的 范围 内 
(Zhang “#, 1992a, b). 

我 们 的 mtDNA 4 RHA, BR 
FIFRA AR AAD BS BEX) 200 万 年 以 前 ; 而 
这 两 个 种 内 地 理 群 体 间 的 分 化 也 早 在 30 
万 年 以 前 。 换 言 之 ， 叶 猴 属 在 我 国 的 分 化 
和 扩散 应 是 较 早 发 生 的 。 

Delson (1975) 报 据 化 石 等 方面 的 
RUA. RE, RA SPURL 
分 离 大 约 发 生 在 1600—1800 万 年 之 间 。 
我 们 的 结果 表明 ， 猴 亚 科 与 疣 钦 亚 科 的 分 
离 大 约 发 生 在 1100 万 年 以 前 ， 较 Delson 


P.f. I 
P.f. g 
P.p. ] 
P. p. I 
M. a, 
M.m 
和 
0.0 0.3 0.6 . 0. 9 
Genetic distance 
W 
P.f. | 
P.f I 
P. p.i 
Pope 
M. a. 
M m 


0.0 0.3 0.6 0.9 
Genetic distance 
tb) 


图 2 4 RSM UPG (a) 和 
NJ (b) 分 子 系统 树 


Fig. 2 Phylogenetic trees for four species 


of Cercopithecidae by the UPG (a) 
and NJ (b) methods 

P.f. SR Pip KR 
M.a. HER. Mom HR 


(1975) 估计 的 上 晚 。 究 其 原因 ， 对 于 分 离 时 间 较 长 {超过 1000 万 年 ) 的 物种 ， 由 于 回复 
突变 的 积累 ， 用 mDNA 分 子 钟 计算 得 到 的 分 离 时 间 将 偏 低 。 看 来 ， 钦 亚 科 与 疣 猴 亚 
科 的 分 离 应 早 于 1100 万 年 。 换 言 之 ， 我 们 的 结果 与 Delson (1975) 的 观点 是 吻合 的 。 

综 上 所 述 ， 我 们 的 mtDNA 结果 为 了 解 叶 猴 属 的 进化 提供 了 新 的 线索 ， 但 这 仅 是 
初步 的 。 进 一 步 系统 分 析 叶 猴 属 各 个 种 及 种 内 群体 间 mtDNA HBA, MTA RK 
属 的 系统 与 进化 无 疑 有 重要 的 意义 。 
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MITOCHONDRIAL DNA RESTRICTION FRAGMENT 
LENGTH POLYMORPHISM IN Presbytis phayrei 
AND P. francoisi 


Zhang Yaping Shi Liming 
(Laboratory of Cellular and Molecular Evolution, Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica. 650223) 


Mitochondrial DNAs purified from the livers of P. phayrei and P. francoisi were 
analyzed with 15 restriction endonucleases. From the 15 6—bp recognition enzymes 
used, 41—50 sites were observed in the samples. By combining the cleavage patterns 
for each enzyme, the four samples were classified into four restriction types. The esti- 
mated number of nucleotide substitutions per site in P. phayrei, P. francoisi and be- 
tween the two species was 0.007, 0.006 and 0.038, respectively. In combination with 
our previous data on Macaca mulatta and M. arctoides, the molecular phylogenetic 
trees of these four species were constructed by the unweighted—pair—group method 
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and the neighbor-joining method. These results provide evidence that intraspecific di- 
vergence of P. phayrei and P. francoisi began about 0.3 Mybp, and that interspecific 
divergence between these two species and between Colobinae and Cercopithecinae be- 
gan about 1.9 Mybp and before 11 Mybp, respectively. 

Key words: Mitochondrial DNA, Polymorphism, Presbytis 
全 全 了 
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棒状 突起 ， 大 部 分 为 近 直 线形 突起 ， 形 状 较 规则 ， 宽 0.4 一 1.2 jm， 长 4.2 一 7.8 um (HED). EDIKE 
“S" 形 弯曲 的 突起 ， 宽 约 1.7 hm， 长 约 9.4 um. CRRA, SHAPE. 

IESP, 还 有 长 70—104 jm AE, SHAT. ROR PS. A. RM TAR. WE 104 一 126 
% / mm? (HE C). 
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Fig. Scanning electron microscopic studies on wing microsculpturing of Odontotermes formosanus and 


Macrotermes barneyi (Isoptera: Termitidae} 
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